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1. 要約 
 
アシネトバクター属菌は、本来健常人に重篤な感染症を発症することは少なく、易感染患者に
おいて人工呼吸器関連肺炎や血流感染症などの重篤な医療関連感染を発症することが知られ
ている。特に、種々の抗菌薬に耐性を獲得した株では治療そのものが困難になることが想定され
ており、多剤耐性アシネトバクター属菌（multiple-drug resistant Acinetobacter spp.：
MDRA）は世界的に治療困難な感染症の原因菌として注目されている。2008年以降、国内にお
けるアシネトバクター属菌の分子疫学的解析結果が報告され始めたが、MDRAに関しては分離
頻度が少ないこともあり、詳細な解析が少なく不明な点が多い。 
2009年、東京都内に位置する帝京大学医学部附属病院においてMDRAよるアウトブレイク
が発生し、2011年に制定された感染症法の届け出基準定義に基づいて外来での検出例も含め
ると 2009年8月から 2010年9月迄に 62名からMDRAが分離された。本事例はMDRAに
よる本邦最大規模のアウトブレイクであり、その解析は本邦におけるアシネトバクター属菌、特に
MDRAの薬剤耐性機構、分子疫学的特性を知る上で極めて重要かつ必須と考え本研究を実施
した。 
1998～2014年の 17年間にアシネトバクター属菌が分離された患者総数は 5,472名であり、
入院患者由来の分離が多く 85.4%を占めていた（p <0.01）。分離頻度を 2013年の国内統計デ
ータ（厚生労働省院内感染対策サーベイランス事業：Japan Nosocomial Infection 
Surveillance：JANIS）と比較すると約10倍多かった。また、MDRAは17年間に92名（1.7％）
から分離された。 
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1998~2014年に分離され-80℃で保存されていたアシネトバクター属菌のうち、イミペネムの
minimum inhibitory concentration (MIC）が 4μg/mL以上で非感性と判定された 175株
（3.2%）を対象に、分子生物学的同定、薬剤耐性機構の解析、パルスフィードゲル電気泳動
（pulsed-field gel electrophoresis ; PFGE）、Multilocus Sequence Typing (MLST)、CLSI
標準法による薬剤感受性試験を実施した。RpoB Zone1領域の解析による菌種レベルの同定結
果は、Acinetobacter baumannii（160株, 91.4%）が最も多く、A. calcoaceticus（10株）、A. 
nosocomialis（3株）、A. pittii（2株）であった。 これらの分子疫学的特性は17年間の分離時期
により4グループに分類され、2～6年間隔で変遷がみられた。1998～2004年には IMP型のメ
タロ-β-ラクタマーゼを産生する非A. baumanniiグループ、2005～2008年にはA. 
baumannii でOXA-66型 carbapenem-hydrolysing class D β-lactamase(CHDL）を産生
しSequence Typing (ST)469、ST4、ST436で世界的流行株の International clone Ⅱである
clonal complex (CC) 92に属するグループ、 2008～2009年にはA. baumanniiでOXA-23
型CDHLを産生するST92（CC92）グループ、2009～2014年にはOXA-66型CDHL産生の
MDRAで ST92(CC92)と ST455(CC455)のグループであった。 
これらにより、2005年には国内においてもすでにA. baumanniiの世界的流行株と同系統の
クローンが拡散していたことが明らかになった。また、2008～2009年に九州地区において国内
で初めてOXA-23型CHDL産生MDRAのアウトブレイクが報告されたのと同時期に、都内に
おいてもMDRAではないもののOXA-23型CHDL産生株が分離されていたことが判明した。
さらに、PFGEによる分子疫学解析では、2009～2010年に分離され解析可能であったMDRA
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の 59株中55株(93.2%)は 80%以上の相同性を有していた。2009～2014年に分離された
MDRAは、2012年にEndoらにより関東・中部地区に拡散していると報告された株と一致した。 
薬剤耐性機構の分子解析により、A. calcoaceticusから bla IMP-1およびアミカシンの修飾酵素
遺伝子aac(6’)-1bと ant(3”)-1が世界で最初に検出された。また、アウトブレイク株を含む
MDRAの 88.9%（80/90株）において、国内では報告がまだ少ないアミノグリコシド系薬の超高
度耐性に関与する 16S rRNAメチラーゼ遺伝子である armAの保有が確認された。イミペネム
非感性A. baumanniiは全株キノロン系薬のシプロフロキサシン耐性であり、gyrAとparCの双
方にSer83LeuとSer80Leu置換が認められた。 
MDRAのアウトブレイク以降には、徹底した環境整備、手指衛生、感染対策教育、抗菌薬の
適正使用指導、血液培養陽性症例と重症感染症症例への感染制御部の介入が実施され、2011
年以降にはMDRAだけでなく感性菌も含めたアシネトバクター属菌全体の検出率が激減した。 
このような長期間にわたる分子疫学的研究は、今後の国内におけるカルバペネム非感性アシ
ネトバクター属菌とMDRAにおける感染制御の面から極めて重要と考えられる。 
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2．研究背景 
 
アシネトバクター属菌は土壌や河川などの自然環境中に広く生息し、病院内の湿潤、乾燥環
境のみならず人工呼吸器や人工透析器などの医療機器からも分離され、医療関連感染の原因
菌となることが知られている 1-3)。大腸菌や緑膿菌に比較して小型のグラム陰性短桿菌として認識
されているが 4)、安定増殖期や非選択培地上では球菌状を呈し、液体培地における初期増殖期
や抗菌薬を含有する選択培地では桿菌状に観察される特徴を有している。このため、塗抹鏡検
時に誤判定しないよう注意が必要である。アシネトバクター属菌は現在42菌種に分類され 5)、そ
の属内で生化学性状が極めて類似していることが知られている 4)。したがって、生化学的性状を
もとに同定を行う機器では、菌種レベルでの同定が困難であった。また、近年、臨床応用される
ようになってきた細菌のタンパク質の分子量から菌種同定を行う質量分析器であっても、現段階
では正確な菌種の同定は困難であることが知られている。一般的に臨床材料から分離されるア
シネトバクター属菌の中で、最も分離頻度が高いのは Acinetobacter baumanniiであると報告
されてきた 6)。しかしながら、実臨床における細菌同定検査においては、生化学的性状をその同
定根拠としてきたために、A. baumannii、A. nosocomialis 、A. pittii、A. calcoaceticusの4菌
種間ではその生化学的性状の酷似性のため鑑別不可能であり 7)、日常診療においては
Acinetobacter baumanii complexとして報告されている 8) 。一方、A. baumanniiは染色体上
にAmblerの分類におけるClass D型のOXA-51-like β-ラクタマーゼ遺伝子を保有することが
解明され、PCR法による当該遺伝子の確認によりA. baumannii と同定できると報告されてきた
6,9,10)。しかし、その後の研究によりA. baumannii以外にもOXA-51-like遺伝子を保有する菌種
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が発見され 11)、最新の知見ではRNA ポリメラーゼ遺伝子（rpoB領域）をシークエンス解析する
ことにより菌種の正確な同定を行うことがスタンダードとされるようになってきた 12)。 
アシネトバクター属菌は、一定の割合で健常人の皮膚や便からも分離されており 13-15) 、 各種
抗菌薬に感性であったことから病原性は極めて低いと考えられていたが、1980年代後半から欧
米を中心に医療関連感染の原因菌として認知され始め 16,17)、入院患者における敗血症、人工呼
吸器関連肺炎、尿路感染症などの原因菌として問題となってきた 18,19) 。1990年代以降にはβ-
ラクタム系薬、アミノグリコシド系薬、キノロン系薬の 3系統の抗菌薬に耐性を獲得したA. 
baumanniiの分離が増加し、世界的な注目を集めてきた 20-22) 。中でも臨床において切り札的
に使用されるカルバペネム系薬に対する耐性の獲得は医療現場に与える影響が大きく、実際に
米国では 2002年よりアフガニスタンやイランからの帰還兵において、血液由来のカルバペネム
系薬耐性A. baumanniiの分離頻度が著増し 23, 24)、治療に難渋することが問題となっていた
25,26）。さらには病院内においてアウトブレイクの原因菌となり得ることから 1,27-30)、最も注意すべき
病原体の 1つのとして注目されていたが 31）、2000年頃からヨーロッパで流行したEuropian 
cloneⅠ~Ⅲの系統株のうちⅠとⅡが現在では国際流行株(International clones)として既に世
界レベルに拡散していることが知られている 32）。 
アシネトバクター属菌のカルバペネム系薬耐性機序としては、βラクタマーゼ産生 33-37)、細胞
外膜の変異 34, 38, 39)、薬剤排出機能の亢進 31,32)、抗菌薬作用部位への親和性の低下 40)が知られ
ている。β-ラクタマーゼ産生株では、最もカルバペネム系薬のMICが上昇する事から注目され
ており、中でもClassB型のメタロβ-ラクタマーゼ(MBL)とClass D型でカルバペネム系薬を分
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解する OXA タイプのβ-ラクタマーゼ（carbapenem-hydrolysing class D β-lactamase ：
CHDL）の関与が関心を集めている 41,42)。CHDL では、酵素発現のためにプロモーターである
Insertion Sequence（IS）が適切な位置に挿入される必要があり、耐性遺伝子の存在のみでは、
その酵素活性を発現できない特徴を有している 43,44) 。CHDLは、OXA-51-like、OXA-23-like、
OXA-24-like、OXA-58-like に大分類され、OXA-23-like、OXA-24-like、OXA-58-like 遺伝
子はプラスミドやトランスポゾンとしての獲得型遺伝子である。このため、OXA-23-like、
OXA-24-like、OXA-58-like 遺伝子保有株は OXA-51-like も同時に保有する。OXA-23-like
産生株はアジア地域（中国、韓国、台湾、香港、タイなど）とヨーロッパに多く、OXA-24-like はイ
ベリア半島やアメリカに、OXA-58-like はヨーロッパでの分離が多い 45)。MBL 産生株は、
CHDL産生の OXA型に比較すると少ないものの、アジアやラテンアメリカでは VIM型、IMP
型、SIM型、NDM型などが報告されており、我が国では IMP-1型の分離例がある。 
アミノグリコシド系薬の耐性機序としては、修飾による抗菌作用の不活化と薬剤の排出が知ら
れており 34)、修飾酵素は反応機構の違いにより、アセチル化、リン酸化、アデニリル化に大別さ
れる 46)。さらに、2002年に 30S リボソーム中の 16S rRNAをメチル化することでアミノグリコシド
系薬の超高度耐性を付与する 16S rRNA メチルトランスフェラーゼと呼ばれる新しい耐性機構
が発見され 46,47)、アシネトバクター属菌においては 2005 年に本邦でこの超高度耐性を示す株
が報告された 48)。キノロン系薬の耐性機序としては、DNA ジャイレース（GyrA）とトポイソメラー
ゼⅣ(ParC)のキノロン耐性決定領域内におけるアミノ酸の置換および薬剤排出機能の亢進が知
られている 49)。 
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アシネトバクター属菌の分子疫学的解析法としては、パルスフィールドゲル電気泳動
(Pulsed-Field Gel Electrophoresis: PFGE)法とMulti locus Sequence Typing(MLST)法が
世界的に広く使用されている。PFGE 法は、1990 年代から臨床使用され始めた手法であり、菌
株の全ゲノム DNA を制限酵素で切断し、その切断断片を電気泳動により分離し、電気泳動バ
ンドパターンを利用して遺伝子型を決定する方法で、分子疫学調査のスタンダードとして普及し
ている。電気泳動パターンは、バンド 3本以内の違いの菌株は ほぼ同じ由来であると見なし、4
～6 本のバンドの違いは同じ株由来の可能性を有し、明らかに由来が異なる菌株と判定するた
めにはバンド７本の違いが必要となる 50)。近年ではその違いを数値化し、相同性(%)として表示
可能となったが、基本的には比較する菌株を同一条件で同時に測定する必要があり操作法も煩
雑である。 
MLST 法は、2000 年代より使用され始めた分子疫学的解析法であり、細菌の生育に必須で
変異の起こりにくい複数のハウスキーピング遺伝子を PCR で増幅して塩基配列を決定し、塩基
配列情報を数値化（アレル）後に、インターネット上の MLST サイトのデータベースと比較して
Sequence Typing (ST)を決定する方法である。アシネトバクター属菌のMLSTにはOxford法
とPasteur法があり、双方とも7か所の遺伝子を解析するが、3ヶ所は異なる遺伝子である。現時
点で、Oxford法ではアレルプロファイルが 1134、Pasteur法では 783登録されており、随時イ
ンターネットの専用サイトで新たなアレルと STの申請・登録が可能になっている。7つの遺伝子
のうち 5つまでのアレルが同一の場合には、同一クローン集団(clonal complex)に属している可
能性が高いとされ 51)、世界的な流行株との比較など広範囲な比較が可能である。国際流行株の
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中で International clone Ⅱは、Oxford 法では ST92 やそれらを含む clonal complex 92 
(CC92)に相当する。 
国内では 2011年 1月14日に感染症法が改正され、2月より薬剤耐性アシネトバクター属菌
(MDRA)感染症は5類感染症定点報告対象に制定された。MDARの届け出基準は、イミペネム
（IPM）≧16μg/mLかつアミカシン（AMK）≧32μg/mLかつシプロフロキサシン≧4μg/mLを満
たすものと定義された 52)。また、2015年5月21日以降には、全数報告対象に変更された。 
国内では、2008年以降にMDRAの海外からの持ち込み症例やアウトブレイク事例が報告さ
れ始めた。2008～2009 年の九州地区の大学病院における OXA-23 型 CHDL 産生 A. 
baumannii によるアウトブレイク事例（韓国からの持ち込み例）、2009 年の千葉県における
OXA-23型CHDL産生A. baumannii分離症例（米国からの持ち込み例）、2010の年愛知県
における A. baumannii 分離症例（アラブ首長国連邦からの持ち込み例）、2006～2008 年と
2009 年に栃木県の大学病院でアウトブレイクを繰り返した事例、2010～2011 年の愛知県の大
学病院でのアウトブレイク事例、2010 年と 2012 年の東京都内の大学病院でのアウトブレイク事
例、2011年の神奈川県の大学病院でのOXA-66型CHDL産生A. baumanniiアウトブレイク
事例（2014年に報告）53)、2015年の茨城県でのOXA-23型CHDL産生A. baumannii分離
症例（ブルネイからの旅行者からの分離）54)などの報告がある。 
東京都の北部地区に位置する帝京大学医学部附属病院では2009～2010年にMDRAのア
ウトブレイクを経験し、同時期に都内の複数病院においても同菌のアウトブレイクが発生し、社会
問題化した。しかし、2010年当時には分子生物学的に解析された国内データがほとんど存在せ
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ず、2012年に初めてEndoらによりカルバペネム非感性A. baumanniiの国内における分子疫
学解析結果が報告された 55)のをきっかけに、本邦におけるアシネトバクター属菌の詳細が少し
ずつ明らかとなりつつある。しかしながら、MDRA に関する分子疫学的解析は、まだあまり実施
されていない現状であり、国内において喫緊の課題であった。 
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3.研究目的 
 
本研究では 2009～2010 年に帝京大学医学部附属病院においてアウトブレイクした MDRA
の薬剤耐性機構と分子生物学的特性を解析すること。また、アウトブレイク前後の 1998 年から
2014 年の間に分離されたアシネトバクター属菌 5,472 株の中で、イミペネムの MIC が≧
4μg/mL で非感性と判定された 175 株について、CLSI 標準法による薬剤感受性測定、カルバ
ペネム系薬、アミノ配糖体系薬、キノロン系薬に対する薬剤耐性機構の解析、パルスフィールド
ゲル電気泳動（PFGE）による菌株間の相同性確認、および Multi locus Sequence 
Typing(MLST)による世界的流行株との比較を行い、アウトブレイク株との関連性を明らかにす
ることを目的とした。 
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4.研究方法 
 
1) アシネトバクター属菌分離患者数調査 
帝京大学医学部附属病院において 1998～2014 年にアシネトバクター属菌が分離された患
者数を年次別に入院と外来に分けて集計した。同一患者からの重複症例は除外した。また、検
査材料別分離頻度に関しては、同一患者の複数検査材料からアシネトバクター属菌が分離され
た症例では、最初に分離された検査材料を集計に使用した。さらに分離患者数を、厚生労働省
院内感染対策サーベイランス事業 (Japan Nosocomial Infection Surveillance ： JANIS ；
http://www.nih-janis.jp/index.asp)のデータと比較検討した。JANIS は、参加医療機関におけ
る院内感染の発生状況や、薬剤耐性菌の分離状況および薬剤耐性菌による感染症の
発生状況を調査し、我が国の院内感染の概況を把握し医療現場へ院内感染対策に有
用な情報の還元等を行うことを目的として開始された。検査部門では参加施設で分離
された菌種名と薬剤感受性データを収集し、集計結果をインターネットサイトで閲覧す
ることができる。 
 
2) 解析対象菌株 
帝京大学医学部附属病院において 1998～2014 年に臨床分離され、-80℃で凍結保存され
ていたアシネトバクター属菌 1416株のうち、臨床分離時に自動同定薬剤感受性測定装置マイク
ロスキャンWalkAway 96 SI（マイクロスキャンWalkAway；ベックマン・コールター, 米国）で測
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定された IPMのMICが≧4μg/mLの175株（同一患者からの重複を除く）を解析対象菌株とし
た。17 年間に測定した薬剤感受性検査成績をレトロスペクティブに調査した結果、MDRA と判
定された株が 92 株存在した。しかし、2011 年 2 月の感染症法施行前に分離された A. 
baumanniiの 10株については保存されていなかったため（内訳：2005年分離 1株、2007年
分離 1株、2009年分離 2株、2010年分離 6株）、解析から除外した。したがって、解析対象株
はMDRAのA. calcoaceticus 4株とA. baumannii 78株を含む 175株とした（図1）。感染症
法施行前の解析対象株は 149株、施行後の対象株は 26株である。 
 
3) 菌種名の同定 
Scolaら 56)の方法を参考にアシネトバクター属菌の rpoB Zone1領域についてシークエンス
用プライマー（表1）を用いてBIO RAD T100 Termal Cycler（BIORAD社、米国）でPCRを
行った。PCR条件はinitial denaturation 94℃3分、（deneture94℃30秒、annealing 48℃30
秒、extension72℃1分）30サイクルおよび final extension72℃10分とした。得られたPCR産
物はエチジウムブロマイド染色が不要である蛍光発色ローデンバッファーを使用して 2%アガロ
ースゲル、100V25分で電気泳動を行い、UV トランスイルミネーターU:GENIUS（Syngne社、
米国）にてバンドの有無を確認した。その後PCR産物を ExoSAP-IT®（Affymetrix、米国）を用
いて精製した。次にABI BigDyeTMTerminator v3.1 Cycle Sequencing キット（アプライドバイ
オシステムズ、米国）を使用し、ABI3730xl Analyzer（アプライドバイオシステムズ、米国）にて
DNA シークエンス解析を行い、塩基配列を決定した。塩基配列は DDBJ BLAST: 
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ver2.2.26(http:/ ddbj.nig.ac.jp/blast/repot）を用いて解析し菌種の同定を行った。 
 
4) カルバペネム系薬耐性機構の解析 
(1) SMAダブルディスク法によるメタロ-β-ラクタマーゼ(MBL)スクリーニング試験 
IPMのMICが≧4μg/mLの 175株に対して、メタロ-β-ラクタマーゼ SMA“栄研”ディス
ク（sodeum mercaptoacetic acid : SMA ディスク、栄研化学：東京）を用い，MBLのス
クリーニングを実施した（図2）。すなわち、被検菌を滅菌生理食塩水でMcFarland標準濁度
0.5に調整後、ミューラーヒントン寒天培地にディスク感受性測定法の要領で均一に塗布し、培地
上にイミペネム（IPM；10μg含有）ディスクとセフタジジム（CAZ；30μg含有）ディスク（日本ベクト
ン：東京）各 2枚を 3cm離して置き、MBL阻害剤である SMA含有ディスクを IPM、CAZ各 1
枚との距離が 1.5～2.0cm になるように近づけて置いた。35℃で 16-18時間培養後に阻止円の
直径を観察し、CAZディスクと SMAディスクまたは IPMディスクと SMAディスクの阻止円が、
CAZまたは IPM単剤の阻止円より SMA方向に拡大しているか、SMAディスクとCAZまたは
IPMディスクとの間に阻止帯が形成されている場合をMBL産生菌と判定した。 
 
(2) PCR法によるカルバペネム系薬耐性遺伝子の検出 
①  MBL遺伝子 
SMAダブルディスク法によるMBLスクリーニング試験で陽性となった 13株については、ア
シネトバクター属菌においての報告がある IMP-1, IMP-2, VIM-1, VIM-2, NDM 遺伝子を
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Sendaら 59)、Shibataら 60)、Poirelら 61) の方法を参考にPCR法にて検索した（表1）。PCR条
件は Initial denaturation 94℃5 分、（deneture94℃60 秒、 annealing 55℃60 秒、
extension 72℃60秒）30サイクルおよび final extension 72℃10分とした。 
② OXAタイプのCHDL遺伝子 
MBL が確認されなかった 160 株については、欧米やアジア地域でカルバペネム系薬耐性
の主流となっているOXAタイプのCHDLを考慮して、Woodfordら62)の方法を参考にMutipex 
PCR 法にて、OXA タイプの CHDL 遺伝子の検索を行った（表 1）。PCR 条件は initial 
denaturation 94℃3分、（deneture94℃30秒、 annealing 52℃30秒、extension72℃1分）
30サイクルおよび final extension 72℃5分とした。 
さらに、OXAタイプCHDLのPCRで陽性となったOXA-51-like 143株とOXA-23-like 17
株については、 ISAba1 がプロモーターとして作用しているか否かの判定に Poirel ら 42)、 
Segal ら 43)の方法を参考に、ISAba1のフォワードプライマーと OXA-51-like リバースプライマ
ー、 ISAba1 のフォワードプライマーと OXA-23-like リバースプライマーを用いて
ISAba1/OXA-51-like、 ISAba1/OXA-23-like、の PCR を行った。PCR 条件は initial 
denaturation 95℃5分、（deneture95℃45秒、annealing48℃45秒、extension 72℃180秒）
35サイクルおよび final extension 72℃5分とした。 
 
(3) OXAタイプCHDL遺伝子のDNAシークエンス解析による型別 
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ISAba1/OXA-51-like陽性の140株と、ISAba1/OXA-23-like陽性の17株については、さ
らに詳細に薬剤耐性遺伝子型を確認する目的で、OXA-51-likeではシークエンス用プライマー
（表1）を用いて、Pournarasら 63)の方法を参考にPCRを行った。PCR条件は initial 
denaturation 94℃5分、（deneture 94℃60秒、annealing 54℃60秒、extension 72℃45秒）
を35サイクルおよび final extension 72℃、7分）とした。OXA-23-likeについては上記(2)-②の
PCR産物をシークエンス用として使用した。PCR産物はExoSAP-IT®で精製後、DNAシーク
エンス解析して塩基配列を決定し、DDBJ BLAST: ver.2.2.26でOXAタイプCHDL遺伝子の
型を判定した。 
 
(4) カルバペネム系薬の外膜透過性に関与する蛋白遺伝子の検出 
175 株に対し、カルバペネム系薬の細胞外膜透過性に関与する細胞外膜蛋白 
(Carbapenem resistance-associated outer membrane protein ; CarO ) 遺伝子（表1）の有
無を、Mussiら64)の方法を参考にPCRを行った。PCR条件はInitial denaturation 94℃5分、
（deneture 94℃60秒、 annealing 55℃60秒、extension 72℃60秒）30サイクルおよび final 
extension 72℃10分とした。 
 
5) アミカシン耐性遺伝子の解析 
アミカシン耐性（≧64μg/mL）86株と中間（32μg/mL）の 4株に対し、Luら 65)、Fritscheら
66)の方法を参考にアミカシンの修飾酵素産生に関与するとされる遺伝子 aac(6’)-1b、aac(3)-1、
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aph(3’)-1、ant(3’’)-1およびアミノグリコシド系薬の高度耐性に関与する16S rRNAメチラーゼ遺
伝子であるarmA、rmtA、rmtB、rmtC、rmtD、npmAについて（表1）、PCRを行った。PCR
条件は initial denaturation 95℃5 分、（deneture 95℃45 秒、annealing 48℃45 秒、
extension 72℃180秒）35サイクルおよび final extension 72℃5分とした。 
 
6) キノロン系薬耐性遺伝子の解析 
CPFX耐性（≧4μg/mL）の163株に対し、Ardebiliら 67)の方法を参考にDNAジャイレース
(GyrA 遺伝子)とトポイソメラーゼⅣ（ParC 遺伝子）についてシークエンスし、キノロン耐性決定
領域（Quinolone Resistance-Determining Region :QRDR）におけるアミノ酸の置換を調べた。
最初にgyrAとparCについて（表1）、PCRを行った。PCR条件は initial denaturation 94℃
3分、（deneture 94℃30秒、 annealing 55℃30秒、extension 72℃1分）30サイクルおよび
final extension 72℃5分とした。続いて、得られた PCR産物を ExoSAP-IT®で精製し、DNA
シークエンス解析して塩基配列を決定後、DDBJ BLAST: ver.2.2.26 を使用してホールゲノム
解析が終了しているA. baumannii ATCC17978-mff株と比較し、QRDRのアミノ酸の置換を解
析した。 
 
7) パルスフィールドゲル電気泳動（Pulsed-Field Gel Electrophoresis: PFGE）解析 
Tenover50)らの方法を参考に、108株についてPFGEを行った。薬剤感受性パターンが同一
で検出日が近い株については代表株を選択した。試薬キットは GenePath Group2 および 6
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（BIORAD社、米国）を、制限酵素としてSma I（25units mL）を使用した。電気泳動は6V/cm、 
18.5時間、Initial15.3sec，Final 34.9sec，Genepath電気泳動プログラムは（BIORAD社、米
国）5の条件で実施した。対照には、DNA size standardであるLambda ladderを泳動した。
ゲルはSYBER GreenI液（Molecular Probes社）を10,000倍希釈で染色後、ルミノイメージア
ナライザー（LAS-1000 plus，FUJIFILM社）にて観察した。泳動パターンは、Tenoverら 50)の
分類基準に従い、pulsed-field profiles（PFP）により分類した。 
 
8)  Multi locus Sequence Typing(MLST) 
Bartual ら 68)の方法(Oxford 法)を参考に、7 つのハウスキーピング遺伝子（gltA、 gyrB、 
gdhB、recA、cpn60、gpi、rpoD ）に関して、PCR を行った（表 1）。PCR 条件は initial 
denaturation 94℃2分、（deneture 94℃60秒、 annealing 55℃60秒、extension 72℃120
秒）30 サイクルおよび final extension 72℃2 分とした。続いて、得られた PCR 産物を
ExoSAP-IT®で精製後、DNA シークエンス解析して塩基配列を決定した。得られた塩基配列に
対して、PubMLST Acinetobacter (http://pubmlst. org/abaumannii/) を用い、シークエンス
タイピング（Sequence Typing: ST）を行った。 
 
9) 薬剤感受性試験 
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)法に準拠した微量液体希釈法（CLSI標
準法）57)により各種薬剤の最小発育阻止濃度(minimum inhibitory concentration: MIC)を測
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定した 58)。薬剤は、ピペラシリン（PIPC;大正富山化学、東京）、タゾバクタム・ピペラシリン
（TAZ/PIPC；大正富山化学、東京）、スルバクタム・アンピシリン(SBT/ABPC; ファイザー、東京)、
スルバクタム・セフォペラゾン(SBT/CPZ; ファイザー、米国)、セフタジジム(CAZ; SIGMA、米
国)、アズトレオナム（AZT; エーザイ、東京）、セフェピム(CFPM； ブリストル・マイヤーズ、東京)、
セフォゾプラン（CZOP; 武田薬品、大阪）、イミペネム(IPM; 万有、東京)、メロペネム(MEPM; 
大日本住友、大阪)、ドリペネム（DRPM; 塩野義、大阪）、ゲンタマイシン(GM; SIGMA、米国)、
トブラシン（TOB; 東和、大阪）、アミカシン(AMK; SIGMA、米国)、アルベカシン（ABK; 明治、
東京）、シプロフロキサシン（CPFX; SIGMA、米国)、レボフロキサシン(LVFX; 第一三共、東京)、
ミノサイクリン（MINO; SIGMA、米国）、コリスチン（CL; SIGMA、米国）、ポリミキシン B（PB; 
SIGMA、米国）、の 20薬剤を用いた。希釈系列は 0.125～128μg/mlの範囲で検討した。精度
管理株としてEscherichia coli ATCC 25922、E. coli ATCC 35218を使用した。 
 
10 )統計学的解析 
統計学的有意差はχ2検定を用いて決定した。結果に関しては P ＜0.01 を、有意差ありと判
定した。 
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5.研究結果 
 
1) 分離患者数の推移 
17 年間でのアシネトバクター属菌分離患者総数は 5,472 名であり、入院患者数 4,674 名
(85.4%)、外来患者数798名（14.6%）で、入院患者からの分離頻度が有意に高かった(p <0.01)。
年間平均分離患者数は入院275名、外来47名で、外来患者では年次変動が見られなかったが、
入院患者においては、2～6年周期で大幅な変動が見られた（図3）。感染症法のMDRA届け出
基準定義に合わせて分離時の薬剤感受性を判定すると、MDRAは 17年間に 92名から分離さ
れ、分離頻度の分母をアシネトバクター属菌分離患者数にして計算すると 2002 年に 0.36%（1
名）、2004年に 0.73%（3名）、2005年に 0.48%（2名）、2007年に 0.30%（1名）、2008年に
0.27%（1名）、2009年には新病院への移転前に 0.43%（1名）、移転後に 6.47%（15名）から分
離され、翌年には 13.21%（51名）と旧病院での分離頻度に比較して有意に(p <0.01)増加した。
その後は2011年に3.49%（9名）、2012年 3.70%（7名）、2014年 0.47%（1名）へと減少した。
また、検査材料別では、喀痰（39.4%）、咽頭（20.8%）、口腔・鼻腔（4.8%）と呼吸器系の材料が
全体の 65.0%を占めて多く(p <0.01)、次いで尿（10.2%）、便（7.2%）、膿・分泌物・組織（6.1%）
の順であった。血液からは 2.7%、血管内カテーテルからは 0.7%、髄液からも 1件（0.02%）分離
された（図4）。 
 
2) 菌種の同定 
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解析対象の 175 株について A. baumannii は 160 株(91.4%)と最も多く分離され、A. 
calcoaceticus が 10株(5.7%)、A. nosocomialisが 3株(1.7%)、A. pittiiが 2株（1.1%）であっ
た（図5）。A. calcoaceticusは1998～2004年に分離され、A. nosocomialisは2003～2006年
に分離、A. baumanniiは 2005年以降、A. pittiiは 2011年に分離された。 
 
3) MBLスクリーニング試験結果 
MBLスクリーニング試験は、A. calcoaceticus 10株、A. nosocomialis 3株、A. pittii 2株が
陽性となり、A. baumanniiでは全株陰性であった。 
 
4) PCR法によるカルバペネマーゼ遺伝子の検出 
① MBL遺伝子 
MBL スクリーニング法が陽性となった A. calcoaceticus10 株、A. nosocomialis 3 株、A. 
pittii 2株においては、blaIMP-1が検出された（図6）。 
② OXA-タイプβ-ラクタマーゼ遺伝子 
A. baumannii では全 160 株で OXA-51-like 遺伝子が確認され、A. calcoaceticus、A. 
nosocomialis、A. pittiiでは検出されなかった。また、OXA-51-likeとOXA-23-like遺伝子を同
時に保有していた株が 17/175株(9.7%)存在した。OXA-24-like遺伝子、OXA-58-like遺伝子
は検出されなかった。OXA-51-like遺伝子単独保有 143株のうち、ISAba1/OXA-51-like陽性
は 140株（97.9%）で、3株では OXA-51-likeの上流に ISが検出されなかった。OXA-23-like
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遺伝子保有 17 株は全て ISAba1/OXA-23-like が陽性であった。ISAba1/OXA-23-like は、
2008年に 4株、2009年に 13株検出された（図7）。 
 
5) OXA-51-like遺伝子、OXA-23-like遺伝子のDNAシークエンス解析 
OXA-51-like遺伝子は全 160株が bla OXA-66であり、OXA-23-like遺伝子は全 17株が bla 
OXA-23であった。 
 
6) カルバペネム系薬の外膜透過性の解析 
カルバペネム系薬の外膜透過性に関与する carO遺伝子は、A. calcoaceticusの 3株(30%)
に欠損がみられたが、A. baumannii、A. nosocomialis、A. pittii では欠損が見られなかった
（図8）。 
 
7) アミカシン耐性遺伝子の解析結果  
アミカシンン耐性89株中、A. baumannii の 79株(87.8%)から armAの 16S rRNAメチラ
ーゼが検出され、aac(3)-1、aph(3’)-1、ant(3’’)-1の 3つの耐性遺伝子が 3株から検出された。
A. calcoaceticus ではant(3’’)-1が2株から、aac(6’)-1bが1株から、aph(3’)-1が1株から検出
された。A. pittii の 2 株は不明であった。（図 9）。ArmA は、2009 年以降に検出され、全株
OXA-66型CHDL産生株でありMDRAが75株含まれた。aac(3)-1、aph(3’)-1、ant(3’’)-1の3
つの耐性遺伝子を同時に保有した株は、OXA-23型CHDL産生のMDRAの 2株とOXA-66
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型CHDL産生でキノロン感性の 1株であった。 
 
8) キノロン系薬耐性遺伝子の解析結果 
キノロン系薬耐性の A. baumannii 158 株と A. calcoaceticus 4 株では、全株 gyrA に
Ser83Leu(tca→tta)置換が確認され、それらの161株はparCにおいてもSer80Leu(tcg→ttg)
置換が確認された（表3）。A. calcoaceticus の 1株では、parCの変異は見られなかった。 
 
9) PFGE解析結果 
PFGEパターンは大まかに 4つのクラスターに分類された（図10）。クラスターAは 1998～
2006年に分離されたA. calcoaceticus とA. nosocomialis の11株で薬剤耐性遺伝子blaIMP-1
を保有する株、クラスターBは 2008年分離の 4株と 2010年分離1株のA. baumannii で
OXA-66型CHDL産生株、クラスターCは 2008～2009年分離株9株でA. baumannii の
OXA-23型CHDL産生株、クラスターDは 2009～2014年分離のアウトブレイク株を含むA. 
baumannii 42株でOXA-66型CHDLを産生しMDRAに該当するグループであった。 
クラスターAでは、2004年分離のA. calcoaceticus 2株は相同性が 100%一致し、A. 
calcoaceticus の2002年分離1株と2004年分離3株も100%の相同性を有した。しかし、それ
以外の株での相同性は低かった。クラスターBでは、2008年分離株は 100%の相同性を有し、
2010年分離株とも88%の相同性を有した。クラスターCは、2パターンに分類され8株は100%
の相同性を有し、他の1株との相同性は80％であった。クラスターDは、10のパターンに分類さ
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れたが、全株が 85%以上の相同性を有した。クラスターA、B、C、Dでの相同性は、CとDが
70%で、その他はさらに低かった。 
 
10) MLST法 
図11にA. baumannii のMLST解析結果を示す。最も多かったのはST92 (1-3-3-2-2-7-3)
で 106株、次いでST469 (1-12-3-2-2-103-3)の 49株、他にST455 (1-87-3-2-2-83-3)が 2株、 
ST4 (1-12-3-2-2-7-3)が 1株、ST436 (1-3-3-2-2-103-3)が 1株で、解析不能な株も 1株存在し
た。ST469は2005年から2008年に多く分離され、2010年まで分離された。ST92が最初に分
離されたのは2006年であり、それ以降は継続して分離された。ST469はOXA-66型CHDL産
生株であり、2006～2008年分離のST92も同様にOXA-66型CHDL産生株であった。しかし、
2008～2009年には ST92でOXA-23型CHDL産生株に代わり、2009年以降には ST92で
OXA-66型CHDL産生のMDRAアウトブレイク株も含まれた。2006年には ST92の Clonal 
complex (CC92)に属するST4とST436も分離された。また、2012年に分離されたST455は、
ST92と2座変異体ではあるが、CC92に属さず新しく登録されたCC455に属するシークエンス
タイプであった。 
解析不能な 1株は 2012年に分離された A. baumanniiであり、gltA、gyrB、gdhB、cpn60
での PCR増幅ができなかったため、PCR用のDNA調整から再検討したが結果は得られなか
った。 
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11) 薬剤感受性試験結果 
菌種名、薬剤耐性機構、分子疫学的解析結果が判明した後に、CLSI 標準法で再測定した薬
剤感受性の成績を近似する 4 グループに分類して特徴を分析した（図 12）。グループは、1998
～2006年に分離された A. calcoaceticus、A. nosocomialisのMBL産生株、すなわち非 A. 
baumannii をグループ①、A. baumanniiで2005～2008年に分離されたOXA-66型CHDL
産生株(ST469、ST4、ST436、ST92)をグループ②、A. baumanniiで 2008～2009年に分離
されたOXA-23型CHDL産生株（ST92）をグループ③、A. baumanniiで 2009～2014年に
分離されたOXA-66型CHDL産生のMDRA(ST92、ST455)をグループ④とした。 
ペニシリン系、セファロスポリン系、カルバペネム系薬に対する耐性率が最も高かったのはグ
ループ③のOXA-23型CHDL産生株であり、ほぼ全てのβ-ラクタム薬に耐性を示した。次いで
グループ④の MDRA であったが、第 4 世代のセファロスポリン系薬であるセフォゾプランの
MIC が 8μg/mL 以下で感性と判定された株が 91.8%（67/73 株）、セフェピムで感性と判定さ
れた株が 21.9%（16株）存在した。グループ②ではCLSI標準法でMICを再測定した場合、イ
ミペネム、メロペネム、ドリペネムのいずれにも MIC≦2μg/mL で感性と判定された株が
9.1%(5/55株)が存在した。グループ①の非A. baumanniiではMBL産生株であっても、タゾ
バクタム・ピペラシリン、スルバクタム・アンピシリン、スルバクタム・セフォペラゾンで感性と判定さ
れる株が多く見られた。 
アミノグリコシド系薬では、グループ④の全株が全てのアミノグリコシド系薬に≧128μg/mL
の超高度耐性を示したが、グループ③とグループ②にはアミカシン耐性株は存在しなかった。 
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キノロン系薬については、②、③、④のいずれのグループもシプロキサシンに耐性であった。
①の非 A. baumannii グループではシプロフロキサシンとレボフロキサシンの感受性成績に乖
離が見られた。 
ミノサイクリンの感受性は、グループ③ではMIC≧16μg/mLの耐性が 94.1%（16/17株）で
1株が中間、グループ④では耐性が 23.3％（17/73株）で中間が 74.0%(54/73株)であったが、
グループ①では全株MIC≦0.5μg/mLの感性を示した。 
ポリミキシン B とコリスチンに関しては、A. nosocomialis において 1 株コリスチン耐性（4μ
g/mL）が確認された。 
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6．考察 
 
アシネトバクター属菌におけるカルバペネマーゼ産生菌と多剤耐性菌の報告は過去 10 年
間に世界的増加傾向にあり、米国とヨーロッパでは A. baumannii による肺炎の 65%がカルバ
ペネム系薬耐性で 69)、Asian Network for Suveillance of Resistant Pathogensによるとアジ
ア諸国（香港、インド、韓国、マレーシア、フィリピン、シンガポール、台湾）では院内発症肺炎
（hospital-acquired pneumonia: HAP）で分離されたA. baumannii の 80.2%はイミペネム
耐性であり、その 60%以上がポリミキシン以外の全ての抗菌薬に耐性を伴っていたことが報告さ
れている 70)。このようなカルバペネム系薬耐性のA. baumanniiによる感染症は、カルバペネム
系薬感性のA. baumanniiと比較して、入院期間が延長し死亡率も高く、医療経済の観点からも
問題となっている 71)。また、カルバペネマーゼを産生しキノロン系薬やアミノグリコシド系薬など
複数系統の薬剤にも耐性を獲得した MDRA によるアウトブレイク報告は増加傾向であり、世界
的脅威になっている 72,73)。 
世界レベルで各種耐性菌の出現が問題となっている状況において、共通した耐性菌の定義
が 検 討 さ れ 、 2011 年 に は Staphylococcus aureus 、  Enterococcus spp. 、 
Enterobacteriaceae (Salmonella と Shigella を除く)、 Pseudomonas aeruginosa および 
Acinetobacter spp.について、ヨーロッパのEuropian Center for Disease Prevention and 
Control(ECDC)と米国のCenters for Disease Control and Prevention(CDC)により、多剤耐
性(Many different definitions for multidrug-resistant：MDR)、超多剤耐性(extensively 
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drug-resistant:XDR) 、汎多剤耐性(pandrug-resistant :PDR) の定義が提唱された 74)。その
内容は、MDRは同一系統内で 1つ以上非感性の抗菌薬が 3系統にわたって存在する、XDR
は同一系統内で 1つ以上非感性の抗菌薬が 1 もしくは 2系統を除き全ての系統にわたって存
在する、PDR はリスト内の全ての抗菌薬に非感性、となっている。アシネトバクター属菌
の耐性判定用としては9系統22薬剤がリストに掲載されており、それらの薬剤は今回MIC
測定した薬剤に類似している。相違点としてアルベカシンの代わりにネチルマイシンが、追
加薬剤としてクラブラン酸・チカルシリン、ST合剤、テトラサイクリン、ドキシサイクリ
ンが掲載されている。 
このような状況を背景に、CLSI は 2014 年にアシネトバクター属菌に対するカルバペネム系
薬の判定基準(ブレイクポイント)を改訂し、2013 年までの IPM および MEPM の MIC≦4μ
g/mL（感性）・8μg/mL（中間）・≧16μg/mL（耐性）を、2014 年以降には≦2μg/mL（感性）・4
μg/mL（中間）・8μg/mL（耐性）と各々1 管低く変更した 74）。ブレイクポイントの変更は、グラム
陰性桿菌に対するセファロスポリン系薬やカルバペネム系薬の耐性化が世界的に進行している
状況で、隠れ耐性菌を見落とさないための措置であり、2010年の腸内細菌科細菌における 2管
低下、2012年の緑膿菌の 1管低下に次ぐ変更となった。このため、本研究においては解析対象
を新基準のIPM ≧4μg/mLの非感性菌とし、2013年以前には感性菌として分類されていた株
も含めて長期間における解析を実施し、2009~2010年のMDRAアウトブレイクとの関連および
国内外での分離株との比較検討を行った。 
JANISの公開情報によると 2008～2013年にアシネトバクター属菌が分離された患者数は、
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全国集計で 14,775名、16,320名、16,107名、20,551名、20,997名、23,447名と増加傾向で
はあるが、サーベイランスに参加した施設数で割ると1施設あたりの平均年間分離患者数は33.8
名、32.7名、32.5名、34.6名、31.8名、31.5名と変動がなく極めて少ない。帝京大学医学部附
属病院(1,154床、三次救急医療機関)では、1998年以降複数回IMP-1型のMBL産生アシネト
バクター属菌が検出された経験から、臨床から分離されるアシネトバクター属には注意して薬剤
感受性試験を実施し、各種薬剤に耐性の株を保存してきた。その結果、アシネトバクター分離患
者数として 17 年間に 5,472 例と JANIS 報告の約 10 倍多く検出されていた（図 3）。さらに、
JANISにおける、アシネトバクター属菌に対するイミペネムの耐性率は 2008年から 2013年ま
で 2%、非感性率は 3%と変動がみられなかった。一方、隣国の韓国における全国サーベイラン
スではアシネトバクター属菌に対するイミペネムの耐性率は 1997 年には 1%であったが、2007
年22%、2011年には64%と急増しており 76)、2003～2004年には IMP-1型とVIM-2型MBL
産生菌、新たなSIM-1型MBL産生菌 37）およびOXA-23型CHDL産生菌29）によるアウトブレ
イクが報告されている。 
今回の検査材料別集計結果では、過去の世界的報告 18-21) や Endo らの報告 77)と同様に
60％以上が呼吸器系検体から分離されていた（図 4）。これらの起因性については、臨床症状と
併せて検体の塗抹標本から評価する方法がある。検体をスライドグラスに塗抹しグラム染色後鏡
検することにより、標本中に好中球やマクロファージなどの炎症細胞が多く含まれる場合には発
症の可能性があり、少ない場合や炎症細胞が見られない場合には定着として判断される。しかし、
呼吸器への定着は人工呼吸器関連肺炎や誤嚥性肺炎発症のリスクファクターとなるため 18-21）、
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定着を減らすことが感染制御において重要となってくる。 
17 年間に分離されたイミペネム非感性アシネトバクター属菌の特性は、分子生物学的同定、
薬剤耐性機構の解析、PFGEとMLSTによる分子疫学的解析およびCLSI標準法によるMIC
測定により、大まかに4グループに分類された。非A. baumanniiグル-プ、2005～2008年に分
離された A. baumanniiで OXA-66 型 CHDL 産生グループ、2008～2009 年に分離された
A. baumanniiでOXA-23型CHDL産生グループ、2009年以降に分離されたA. baumannii
でOXA-66型CHDL産生のMDRAグループである。 
非A. baumanniiグル-プでは、A. calcoaciticus、A. nosocomialis、A. pittiiにおいて bla 
IMP-1 MBL が確認された。アシネトバクター属菌では、A. soli、A. ursingii、A. pittii、A. 
bereziniae、A. nosocomialisからの bla IMP-1 BML検出報告はあるが 78-79)、A. calcoaciticus 
からの検出は、本研究が世界初の報告となった。これらの非 A. baumanniiにおいては、MBL
を産生していても、スルバクタムやタゾバクタム等のβ-ラクタマーゼ阻害薬の影響により、感性と
判定される株が多くみられた。2011 年に制定された感染症法の届け出基準に照合すると、A. 
calcoaciticusの2002年分離1株、2004年分離3株、2005年分離1株がMDRAに該当した
（図1）。また、A. calcoaciticusにおけるアミカシンの修飾酵素遺伝子aac(6’)-1bと ant(3”)-1の
検出も本研究が世界初の報告となる。2012年分離のA. pittii 2株については、アミカシン耐性
の遺伝子が不明であった。その原因として、今回検索した 10 種類のアミカシン耐性遺伝子以外
の耐性遺伝子を保有している可能性が示唆された。2003年に分離されたA. nosocomialis 1株
においてコリスチン耐性が確認されたが、Yamamotoらは関西地区で分離されたA. pittii、A. 
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berezinae、A. nosocomialisの各30%以上がコリスチン耐性であったことを報告している 79)。す
でにヨーロッパ、米国、ブラジル、イスラエル、中国、韓国などではA. baumanniiにおいてもポ
リミキシン Bやコリスチン耐性が報告されており 80,81)、ミノサイクリンとの併用治療などが検討され
ている。 
2005～2008年に分離されたA. baumanniiにおいては、分離当時にはイミペネムのMICが
4μg/mLで感性と判定されていた株も、OXA-66型CHDL産生株であることが判明した。また、
世界的流行株である International clone IIのCC92に属するST469が、すでに2005年には
国内からも分離されていたことが明らかとなった。2006年にはCC92に属するST4とST436も
分離され、2006年以降には International clone IIで最も多く報告されているST92に該当す
る株が継続して分離された。帝京大学医学部附属病院では2002年のSENTRY antimicrobial 
surveillance(1998-2002)に参加しており、その解析結果ではアシネトバクター属菌から IMP-1
型MBL が検出されたことが報告されているが 82）、OXA型は検出されていない。すなわち、本
研究で 2005年に分離されたA. baumanniiからOXA-51 like CHDLが検出されていた事実
は、欧米で A. baumanniiの CHDLが問題化し始めた数年後には、すでに国内からも世界的
流行株である International clone IIが検出されていたこと示す結果となった。この期間に分離
されたST469、ST4、ST436、ST92の薬剤感受性成績は、CLSI標準法でカルバペネム系薬の
MIC を再測定した場合に、≦2μg/mL と判定される程度の弱いカルバペネマーゼ活性を示す
株も含まれていることが判明した。したがって、今後、臨床から分離されたアシネトバクター属菌
において、カルバペネム系薬のMICが 0.5～2μg/mLであっても、スルバクタム・アンピシリン
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に耐性でセフタジジムやセフェピムなどのセファロスポリン系薬に 1 剤以上耐性を保有する株の
場合には、CHDL産生菌を考慮した感染対策等が必要と思われる。 
一方、2008～2009年に分離されたOXA-23型CHDL産生17株は、イミペネム、メロペネム、
ドリペネムのMICが≧16～64μg/mLと高く、ペニシリン系薬とセファロスポリン系薬にもほぼ耐
性を示す特徴を有した。臨床分離時にアミカシンのMICが≧32μg/mLで耐性、32μg/mLで
中間と判定された 2株からは、アミカシンの修飾酵素遺伝子として aac(3)-1、aph(3’)-1、
ant(3’’)-1の 3つの遺伝子が検出された。17株はシプロフロキサシン耐性であったため、アミカ
シン修飾酵素遺伝子を保有する2株はMDRA、それ以外の株は2系統耐性と判定された。しか
し、CLSI標準法でMICを再測定した結果、MDRAに該当した 2株のアミカシンは 16μg/mL
へと低下した。明らかな原因は不明であるが、接種菌量がマイクロスキャン・プロンプト法（7×105
～1×106 CFU）/mLに比較してCLSI標準法(2～8×105 CFUmL)ではやや少ない傾向がある
ことに起因したとも推測される。17株はMLST解析でST92に分類され、International clone II
であったが、薬剤感受性パターンは本研究株の方がアミノグリコシドに感性である点において相
違がみられた 70)。OXA-23-like CHDL産生を制御する遺伝子は、プラスミド性に存在する場合
とトランスポゾンとして染色体上に組み込まれている場合が報告されている 83)。カルバペネム系
薬のMICはOXA-51-like CHDL産生株に比較してOXA-23-like CHDL産生株の方が高く、
OXA-23-like CHDL（遺伝子型：bla OXA-23、bla OXA-27、bla OXA-49）が最も多く世界中に拡散して
いるとの報告がある 83)。OXA-24 likeやOXA-58 like CHDLの拡散はそれに比較して少なく、
本研究においては検出されなかった。本解析結果より2008～2009年に九州地区でOXA-23型
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CHDL産生株が分離されていた同時期に、当院においても分離されていたことが判明した。し
かし、当院分離の 15株はアミカシン感性である点において相違がみられた。 
2009年8月以降に分離されたOXA-66型CHDL産生 MDRAの特徴は、armAを保有し
ゲンタマイシン、トブラシン、アミカシンおよびアルべカシンのMICが≧126μg/mLと超高度耐
性を示した点にある。2009~2014年の解析株107株中79株（73.8%）が armAを保有し、その
内75株(70.1%)がMDRAであった。アシネトバクター属菌の armA保有株については、
Yamaneらにより 2005年に初めて報告され 48)、2013年に岩手県で保有事例 91）が報告された
が、国内での報告例はまだ少ない。近年OXA-23型CHDL産生株とarmAの同時検出報告が
問題となっているが、armAはトランスポゾンとして染色体上に存在し、OXA-23 型CHDL遺伝
子と同一プラスミド上に存在している訳ではないとされている 83)。中国、韓国、ブルガリア、イタリ
ア、米国などではOXA-23 型 CHDL産生で、armAをも保有する株の増加が危惧されており
84-86) 、国内持ち込み事例には注意が必要となっている。また、当該グループでは、β-ラクタム
系薬に感性と判定された株が散見され、特にセフォゾプランでは 91.8%が感性と判定された。原
因としてAmpC-β-ラクタマーゼが関与していると推測されたが、今回その評価は実施していな
い。感性の薬剤が複数存在することから一見安心されがちであるが、これらの耐性パターンを前
述したECDCとCDCの耐性基準に照合すると、ポリミキシンB/ コリスチン以外の全ての薬剤系
統において 1つ以上の非感性が存在し、限りなく超多剤耐性（XDR）に近いと判断された。 
A. baumanniiでは全株シプロフロキサシン耐性で、レボフロキサシンにも非感性であった。
アシネトバクター属菌のキノロン耐性に関与するQRDRの変異で最も報告が多いは、本研究結
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果と同様に 83番目の SerがLeuに置換された変異であり、他にGly81Asp、Gly81Val、
Ala84Pro、Glu84Lyn、 Gly78Cysの置換も報告されている 67,88,89）。ParCにおいても本研究
結果と同様にSer80Leuの報告頻度が高く、Glu84Lys、Ala79Aなども報告されている90）。双方
でアミノ酸置換が生じた場合には、高度耐性化することが知られており、本研究においてA. 
baumannii 全株に対するシプロキサシンのMIC値の平均（MIC50）は 64μg/mLと高く、レボ
フロキサシンのMIC50は 8μg/mLであった。 
17 年間に分離されたイミペネム非感性アシネトバクター属菌は、4 グループの特性を有し、2
～6年間隔で変遷がみられた。これらの背景から、2009～2010年のMDRAアウトブレイク株は、
院内に定着した株が耐性を獲得して高度耐性株へと変異したと考えるより、むしろ外部から持ち
込まれた可能性が高いと示唆された。その根拠として MDRA アウトブレイク株は、アミノグリコシ
ド系薬に高度耐性を示す armAを保有したが、それ以前に armA保有株は存在しなかったこと
にある。また、2009～2010年に当院でMDRAのアウトブレイクが発生した当時、都内の複数施
設からも同様の報告があり、Endoらは 2012年時点においてOXA-66型CHDL産生でST92
のMDRAが、国内の複数施設から分離されたことを報告している 77)。さらに、都内でのMDRA
の拡散と持ち込みが確認できた事例として、2012年にOXA-66型CHDL産生の ST455の 2
株が分離されたが、この 2 株は患者が別々に救急外来に搬送された時点でアクティブサーベイ
ランスとして採取された喀痰と尿から分離された株であり、外部からの持ち込み株であった。
ST455は台湾で新たに報告されたSTタイプでありCC455に分類されたが91)、2014年にTada
らは、（株）ビー・エム・エル総合研究所で検査された国内の菌株からST455が23株、ST208が
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21株、ST512が 5株分離されたことを報告している 92)。したがって、国内にはすでに複数の耐
性クローンが拡散しており、それらが医療機関に持ち込まれた可能性が高いことを示唆してい
た。 
一方、同じ薬剤耐性機序や STタイプを保有する同じグループの株が数年にわたって検出さ
れた現象からは、すでに報告されているように医療器具や病院環境などに定着していた可能性
が示唆された。また、アシネトバクター属菌のグループが入れ替わった要因としては、外部から
の持ち込み株の水平伝播と環境汚染に加えて、抗菌薬の選択圧の関与も大きいと考えられた。
図12で 7系統20種類の抗菌薬に対する 4つのグループの薬剤感受性を比較すると、グルー
プ①から④へ徐々に耐性度が上昇しており、臨床使用された抗菌薬への耐性化が推察される内
容であった。 
MDRAのアウトブレイク以降には、徹底した病院環境の整備と病院スタッフの手指衛生、病院
スタッフへの感染対策教育、抗菌薬の適正使用についての教育と感染制御部の介入が実施され
たことにより、2010年に比較し 2011年以降にはアシネトバクター属菌とMDRAの分離患者数
が激減した（p <0.01）（図3）。 
国内でのA. baumaniiにおけるCHDLの拡散状況は、2012年にEndoらにより初めて解明
され、分離頻度は諸外国に比較し低いものの、OXA-51 likeでST92タイプのCHDLが主流で
あることが報告された 77)。また、イミペネムの耐性率には明確な地域差があり、関東・中部地域に
おけるイミペネム耐性率が高いことを報告している。 
近年のアシネトバクター属菌の分子疫学的解析の報告として、Endo らの報告の他に、Asai 
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らによる A. baumannii OXA-66、ST208 による ICU 病棟でのアウトブレイク報告事例 53）、
Yamada らによる armA保有A. baumannii 検出事例 93）、Tadaらによる臨床検査センターの
収集株からA. baumannii OXA-82、OXA-72、OXA-23、ST208、ST455、ST512を検出した
事例 92）、Tojo らによる A. baumannii OXA-23 分離症例（ブルネイからの持ち込み）54)、
Yamamotoらによる関西地区で分離されたMBL産生non-baumanniiの解析事例 94）などが
ある。これらはいずれもカルバペネム系薬に高度耐性を示した CHDLやMBL産生株、または
アミカシンに高度耐性を示した ArmA 酵素産生株であり、今後は酵素活性が弱くイミペネムやメ
ロペネムのMICが 4μg/mL程度で見落とされがちなOXA-51 like CHDL産生菌についての
情報の蓄積も必要になると思われる。 
また、CHDL は日常検査での鑑別が困難で PCR法による遺伝子検査に頼らざるを得ないこ
とから、国内における耐性菌研究機関の整備なども望まれる。 
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7. 結論 
 
帝京大学医学部附属病院において17年間に分離されたイミペネム非感性アシネトバクタ
ー属菌の薬剤耐性機構と分子疫学的解析により、これまで不明であった本邦のカルバペネム
非感性アシネトバクター属菌について多くの薬剤耐性機構と疫学的動向が解明された。この
ような長期間にわたる分子疫学研究は、カルバペネム系薬耐性グラム陰性桿菌における感染
制御の面から極めて重要と考えられ、今後も研究機関などで継続されるべきと考えられる。  
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8.研究の限界 
 
本研究において、菌株採取の背景となった臨床像やMDRAアウトブレイク前後の対応には、
触れにくい社会的状況あり解析を行うことができなかった。当院における 2009～2010 年の
MDRA アウトブレイクは社会問題となり、多くの厳しい非難が向けられた。その中で第三者機関
などの識者に支えられて新たな感染制御体制がスタートし、アウトブレイクは終息した。アシネト
バクター属菌については 17年間に分離されたイミペネム非感性 175株の解析が実施可能であ
ったことから、これらが分離された臨床背景や感染制御に関する問題点なども含めて臨床疫学
的解析を実施することができたら、さらに有用な内容になったと思われる。 
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図1  解析対象株数 
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図2. SMAダブルディスク法によるメタロ-β-ラクタマーゼ(MBL)検出試験 
 
MBL産生菌では、CAZディスクと SMAディスクまたは IPMディスクと SMAディスクの阻止円が、
矢印で示すように CAZ または IPM 単剤の阻止円より SMA 方向に拡大しているか、SMA ディスクと
CAZまたは IPMディスクとの間に阻止帯が形成された。 
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図3 入院・外来別アシネトバクター属菌分離患者数と多剤耐性アシネトバクター（MDRA）分離患
者数の推移 
 
アシネトバクター属菌の分離患者数は、外来患者では年次変動が見られなかったが、入院患者
では5～6年周期で大幅な変動がみられた。MDRA分離患者数は2009年～2010年に急増した
が（p<0.01）、2011年以降にはMDRA分離患者数だけでなく入院患者からのアシネトバクター属
菌分離患者数も減少した。 
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n=5,472 
図4 17年間に分離されたアシネトバクター属菌の検体別分離状況 
 
5,472 件中、喀痰、咽頭、口腔・鼻腔の呼吸器系からの分離頻度が全体の 69.8%を占め、次いで
尿（10.2%）、便(7.2%)、膿・分泌物（4.8%）から分離された。血液からは 2.7%、血管内カテーテルか
らは 0.7%、髄液からも 1件 (0.02%)分離された。 
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図5 分離菌種の年次推移 
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図6 イミペネム耐性に関与する遺伝子の種類 
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図7 イミペネム耐性に関与する遺伝子の種類と年次別検出状況 
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図8 イミペネムの外膜透過性に関する carO遺伝子保有状況 
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図9  アミカシン耐性に関与する遺伝子の種類と検出状況 
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図 11 A. baumannii のMLST解析結果 
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【図の説明】 
 
図 1   ：解析対象株数 合計 175 株 
     ：解析対象中の MDRA 株数 合計 82 株 
    ※グラフ中の数字は、株数を示す 
 
図 2  MBL 産生菌では、CAZディスクと SMAディスクまたは IPMディスクと SMAディスクの阻止円
が、矢印で示すように CAZ または IPM 単剤の阻止円より SMA 方向に拡大しているか、SMA
ディスクと CAZまたは IPMディスクとの間に阻止帯が形成された。 
 
図 3      :  MDRA 
           : 入院 
: 外来 
: 全国平均 
アシネトバクター属菌の分離患者数は、外来患者では年次変動が見られなかったが、入院
患者では 5～6 年周期で大幅な変動がみられた。MDRA 分離患者数は 2009 年～2010 年に
急増したが（p<0.01）、2011 年以降には MDRA 分離患者数だけでなく入院患者からのア
シネトバクター属菌分離患者数も減少した。 
 
図4  5,472件中、喀痰、咽頭、口腔・鼻腔の呼吸器系からの分離頻度が全体の69.8%を占め、次いで
尿（10.2%）、便(7.2%)、膿・分泌物（4.8%）から分離された。血液からは 2.7%、血管内カテーテ
ルからは 0.7%、髄液からも 1件 (0.02%)分離された。 
 
 
図 5     : A. bauannii 
: A. nosocomialis 
: A. caloaceticus 
: A. pittii 
 
図 6        : bla IMP-1 
: ISAba1+bla OXA-23 
: ISAba1+bla OXA-66 
: bla OXA-66 
※グラフ中の数字は株数を示す 
 
図 7      : A. baumannii ISAba1+bla OXA-66 
: A. baumannii ISAba1+bla OXA-23 
: A. nosocoialis bla IMP-1 
: A. calcoaceticus bla IMP-1 
67 
 
 
: A. pittii 
 
図 8        : carO 欠損 
: carO 保有 
 
図 9      : 不明 
: aac(3)-1+aph(3’)-1a+ant(3’’)-1 
: armA (16SrRA メチラーゼ) 
: aph(3’)-1 
: ant(3’’)-1 
: aac(6’)-1b 
※グラフ中の数字は株数を示す 
 
図 10   : 1998-2006 年分離 
: 2008 年-2009 年分離 
: 2009 年-2014 年分離 
: bla IMP-1 
: ISAba1+bla OXA-66 
: ISAba1+bla OXA-23 
: ISAba1+bla OXA-66 (MDRA) 
          80%以上の相同性が認められるものを同一の菌株と判定した 
 
図 11    : ST92 
: ST469 
: ST455 
: ST4 
: ST436 
: 不明 
※グラフ内の数字は株数を示す 
 
図 12        : 感性 
: 中間 
: 耐性 
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表 1 本研究に用いたプライマーのリスト 
  
プライマー名 
ターゲッ ト遺
伝子 
塩基配列(5'→3') 
  
IMP-1-F 
blaIMP-1 
CTACCGCAGCAGAGTCTTTG 
587  
IMP-1-R AACCGATTTTGCCTTACCAT 
IMP-2-F 
blaIMP-2 
GTTTTATGTGTATGCTTCC 
678  
IMP-2-R AGCCTGTTCCCATGTAC 
VIM-1,2-F 
blaVIM-1,2 
ATGGTGTTTGGTCGCATATC 
512  
VIM-1,2-R TGGGCCATTCAGCCAGATC 
OXA-51-like-F 
blaOXA-51-like 
TAATGCTTTGATCGGCCTTG 
353 
 
OXA-51-like-R TGGATTGCACTTCATCTTGG 
OXA-23-like-F 
blaOXA-23-like 
GATCGGATTGGAGAACCAGA 
501 
OXA-23-like-R ATTTCTGACCGCATTTCCAT 
OXA-24-like-F 
blaOXA-24-like 
GGTTAGTTGGCCCCCTTAAA 
246 
OXA-24-like-R AGTTGAGCGAAAAGGGGATT 
OXA-58-like-F 
blaOXA-58-like 
AAGTATTGGGGCTTGTGCTG 
599 
OXA-58-like-R CCCCTCTGCGCTCTACATAC 
OXA-51-like-seq-F 
 
TGAACATTAAAGCACTCTT 
825  
OXA-51-like-seq-R   CTATAAAATACCTAATTGTT 
ISAba1-F   CACGAATGCAGAAGTTG    
OXA-66 F 
blaOXA-66 
GCGCTTCAAAATCTGATGTA 
559  
OXA-66 R GCGTATATTTTGTTTCCATTC 
CarO-F 
CarO 
CCATGGCTGACGAWGCAGTCGTACATGA 
700  
 
CarO-R CCATGGCAAAAGTATTAAAAGTTTTAGCAGT  
ArmA-F 
armA 
AGGTTGTTTCCATTTCTGAG 
590  
ArmA-R TCT CTT CCA TTC CCT TCT CC 
RmtA-F 
rmtA 
CTAGCGTCCATCCTTCCTC 
635   
RmtA-R TTTGCTTCCATGCCCTTGCC 
RmtB-F 
rmtB 
GCTTTCTGCGGGCGATGTAA 
173  
RmtB-R ATGCAATGCCGCGCTCGTAT 
RmtC-F 
rmtC 
CGAAGAAGTAACAGCCAAAG 
711   
RmtC-R ATCCCAACATCTCTCCCACT 
RmtD-F 
rmtD 
CGGCACGCGATTGGGAAGC 
401   
RmtD-R CGGAAACGATGCGACGA 
NpmA-F 
npmA 
GGGCTATCTAATGTGGTG 
88  
Npm-R TTTTTATTTCCGCTTCTTCGT 
PCRプロダクト
サイズ（bp） 
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aac(6')-1b  F 
aac(6')-1b 
CATGACCTTGCGATGCTCTA 
490 
 
aac(6')-1b  R CCTCGAATGCCTGGCGTCTT 
aac(3)-1 F 
aac(3')-1 
TTACGCAGCAGCAACGATGT 
402 
aac(3)-1 R GTTGGCCTCATGCTTGAGGA 
aph(3'')-1 F 
aph(3')-1 
ATGTGCCATATTCAACGGGAAACG 
816 
aph(3')-1 R TCAGAAAAACTCATCGAGCATCAA 
ant(3'')-1 F 
ant(3'')-1 
TGATTTGCTGGTTACGGTGAC 
284 
ant(3'')-1 R CGCTATGTTCTCTTGCTTTTG 
gyrA-F 
gyrA 
AAATCTGCCCGTGTCGTTGGT 
343  
gyrA-R GCCATACCTACGGCGATACC 
parC-F 
parC 
AAACCTGTTCAGCGCCGCATT 
327  
parC-R AAAGTTGTCTTGCCATTCACT 
Citrato F1(amp/seq) 
gltA 
AATTTACAGTGGCACATTAGGTCCC 
722 
 
Citrato 
R12(amp/seq) 
GCAGAGATACCAGCAGAGATACACG 
gyrＢ F(amp/seq) 
gyrB 
TGAAGGCGGCTTATCTGAGT 
594 
gyrB R(amp/seq) GCTGGGTCTTTTTCCTGACA 
GDHB 1F(amp) 
gdhB 
GCTACTTTTATGCAACAGAGCC 
774 
GDH SEC F(seq) ACCACATGCTTTGTTATG 
GDHB 775R(amp) GTTGAGTTGGCGTATGTTGTGC 
GDH SEC R(seq) GTTGGCGTATGTTGTGC 
RA1(amp/seq) 
recA 
CCTGAATCTTCYGGTAAAAC 
425 
RA2(amp/seq) GTTTCTGGGCTGCCAAACATTAC 
cpn60(amp/seq) 
cpn60 
GGTGCTCAACTTGTTCGTGA 
640 
Cpn60(amp/seq) CACCGAAACCAGGAGCTTTA 
gpi F1(amp/seq) 
gpi 
GAAATTTCCGGAGCTCACAA 
456 
gpi R1(amp/seq) TCAGGAGCAATACCCCACTC 
rpoD-F(amp/seq) 
rpoD 
ACC CGT GAA GGT GAA ATC AG 
672 
rpoD-R(amp/seq) TTC AGC TGG AGC TTT AGC AAT 
seq：シークエンス用、amp：増幅用を示す 
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表 2  rpoBの DNAシークエンスにより得られた菌種名 
 
菌種名 株数 % 
Acinetobacter baumannii  160 91.4 
Acinetobacter calcoaceticus 10 5.7 
Acinetobacter nosocomialis 3 1.7 
Acinetobacter pittii 2 1.1 
合計 175   
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表 3 シプロフロキサシン（CPFX）耐性株における gyrA と parCの変異 
 
菌種 
gyrAの変異箇所と 
アミノ酸置換 
parCの変異箇所と 
アミノ酸置換 
株数 % 
A. baumannii  
(n=160） Ser83(tca)→Leu(tta) 
Ser80(tcg)→
Leu(ttg) 
158 97.5 
A. calcoaceticus  
（n=10) 
Ser83(tca)→Leu(tta) 変異なし 1 10.0 
  Ser83(tca)→Leu(tta) 
Ser80(tcg)→
Leu(ttg) 
3 30.0 
 
 
%=菌種に占める割合 
 
  
 
 
 
